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論 文 内、 容 要 旨
序 言
自家不和合性とは、生殖機能 が完全な被子植物 において・ 自家受粉の場合・雌ずい中で
花粉管の伸長停止 がおこり自殖種子 が得 られない現象である。アブラナ科の 自家不和合性
植物 を自家受粉 した場合.花 粉管は柱頭 乳頭細胞の細胞壁 に侵入できない・遺伝子分析 の
結果、胞子体的に働 く複対立遺伝子si(i=1,2…)が 関与 し、花粉 と柱頭のS遺
伝子の表現型 が一致 した場合 に不和合性 となると説明されている。近年、S遺 伝子と共 に
遺伝するS糖 タンパク貿が柱頭 に見っ かり、その遺伝行動 がS遺 伝子 と全 く同じであるこ
と、成熟柱頭にのみ存在す ることなどの理 由で、花粉 ・柱頭間の認識 に関与す る物貿 の最
有力候補 とされている。本S糖 タンパク貿の性格 を更に明 かにし、それを用 いて自家不和
合性の機構 を明かにすることが必要 と思われる。
本研究では、まずS糖 タンパ ク質 とS遺 伝子 との相互関係にっいて、遺伝子分析、血清
反応 の面から検討 し、その乳頭細胞への局在性、Sホ モ系統による含量 の差異 を検討 した
(第1章 、2章)。 次いで このS糖 タンパク質 をマ ーカーとして用いて、 自家和合性の遺
伝現象 を明かにす る一方(第3章)、 高温 による自家不和合性打破の研究を行ない(第4
章)、 自家不和合性機構 について推論 を行なった。
第1章 、S遺 伝子 とS糖 タンパク貿 の関係
一一一日本のダイコン品種の場合一一一
従来 のS糖 タンパク質の検出ば、S遺 伝子既知の材料 を用 いて行なったものが多 かった。
本研究では一般に市販されている材料 についてS遺 伝子 とS糖 タンパ ク質 がどのようにな
っているかを明かにす ることを目的と した。市販一代雑種 品種29品 種 を用い、 これ らか
ら任意 に一個体をとって 自殖 し、その後代 の分離か ら、S遺 伝子 とS糖 タンパ ク質の関係
を調べた。主要29品 種中20品 種 にっいては不和合性について明瞭な分離が認められ、
全て胞子体型一座位のS遺 伝子で説明できた(Tab五e1-1,1-2)。 残 りの9品 種中
7品 種では分離が認め られず、2品 種では複雑な分離 を示 した。
分析できた20品 種、40S遺 伝子中、'11に っ いてS糖 タンパ ク質 が検出された(Ta
b正eユ ー2,Flg.!-1).!1のS遺 伝子はS糖 タンパ ク質の等電点 によって5っ のグ
ル ープに分けられ、それ らは二面交配か ら推定 したS遺 伝子の異同性 と例外 なく一致 した
(Table1-3)。 これ らのことはS糖 タンパ ク質 とS遺 伝子の遺伝はき:わめて密接なも
のであることを示 している。
以上のことから(1)S糖 タンパ ク質 の見っ かっているS遺 伝子 については、S糖 タン
パ ク質の分析 によってS遺 伝子 を推定で きること、(2)'し かしS糖 タンパ ク質 が同定で
きないS遺 伝子も相 当数存在 し、この点 について検討 を要す ることがわかった。
第2章S糖 タンパク質の検出法の改良と局在性
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1、 イム ノ ・プロッ ト法を用いたSタ ンパ ク質の同定法の検討
本実験では柱頭たんぱく質 を等電点電気泳動法 を用いて分画 した後、イムノ ・プロッ ト
法によってS糖 タンパク質検出感度 を高める方法 を試みた・その結果、精製S糖 タンパ ク
質 を用いて作成 した抗体でも柱頭の多数のタンパク質と交差反応 をすることがわっかた。
次にS糖 タンパク質抗体 を花粉の抽出液で予め吸収 して反応に供す ると、S糖 タンパク質
が相対的 に強 く反応 し、高感度でS糖 タンパク質が同定できることを示 した。このとき、
これまで用いてたクマシーブル ー染色や銀染色な どのタンパク質分析法では、そのS糖 タ
ンパ ク質 が検出で きないS遺 伝子についても、S糖 タンパク質バン ドが検出できる ことが
わかった(Fig.2-1)。
本実験の結果 から、精製抗原で作成 したS糖 タンパ ク質抗体は、多数のタンパク質 と反
応すること、またSホ モ系統 によってS糖 タンパ ク質含量 に著 しい差のあることがわかっ
た。2、S糖 タンパク質の局在性
S糖 タンパ ク質 が柱頭のどの部分にあるかを明かにす るため、蛍光抗体法によってその
局在性 を検討 した。S糖 タンパク質抗体 をそのまま用いた場合.前 実験でも示 されたよう
に、非特異蛍光が柱頭組織全体に見 られた。しかし、子房摩砕液で吸収 した抗体 を用いる




本実験ではS遺 伝子 とS糖 タンパク質既知 の材料 を不和合の親に用いて、自家和合個体
と交雑 し、その雑種後代 の和合性 の分離 を自家受粉及び両親系統 との相互交配(テ ス ト交
配)か ら推定 し、 自家和合性 に関与す る遺伝子 を分析 した。
1、 イエローサル ソンの場合
イエローサル ソンはインドで栽培 される自家和合系統(C6と する)で 、一
svaf.yeU。 冊sars。nと 分類 されている。本系統 とS遺 伝子既知の旦.campestris2系
統(S8、S12)を 交配 し実験に供 した。
テス ト交配の結果、後代 は1、H、 皿のタイプに分離 した(Tab正e3-1).す なわち、
S糖 タンパク質が認め られず、すべてのテス ト交配で和合 となるもの(1)、S糖 タンパ
ク質 があ り、不和合親 を母本 とした場合だけ不和合 となるもの(且)、S糖 タンパ ク質 が
あ り、不和合系統 との相互交配 と自家受粉の ときに不和合 となるもの(皿)で あった。 こ
のような分離は以下の仮定で説明で きた。
1)S遺 伝子 と独立 に遺伝す る遺伝子対M=mが 存在サる。
2)柱 頭側 において.m遺 伝子はSに 対 し劣性上位の性質 を有する。すなわち、S-
mm遺 伝子型では柱頭側 の不和合性 を抑制し和合性 にす る。
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3)花 粉 においてm遺 伝子は作用 しない。
4)イ エ ローサルソンのS遺 伝子の活性は非常 に弱い。
5)不 和合系統の遺伝子型 をSiSiMM、 イエ ローサル ソンの遺伝子型 をScScm
mと 推定す る。
この仮定 の下での分離様式はTab正e3-2の ようにな り、 また分離比 を検定す ると理論値 、
は観察値 とよく適合 した。 皿謬の型は、イエ ローサルソンのS遺 伝子が低いながら活性を示
す こともあるとすれば理癬できる。なお、第1章 のような自家不和合性の場合 に、花粉管
の侵入阻害 が起 こっている乳頭細胞 にはカロースが形成される。 しか し、本実験ではカ ロ
ースが形成 された乳頭細胞 にも花粉管が侵入 している場合が時折見 られた。
本実験の結果 から、 イエローサルソンの自家和合性には、柱頭側でのみ発現する劣性上
位遺伝子が関与 しているこζがわかった。また、カ ロース形成 を自家花粉 の認識の結果だ
と仮定すると、本実験の場合認識反応 は起 こっているが、花粉管停止反応の不生起のため
和合性 が生 じたと推測で きる。
2、 ミズナの自家和合個体の場合
本実験で は、 ミズナ不和合集団中から、見 出だされた自家和合個体(Mi)の 遺伝分析
を行 ない、イエ ローサル ソンの場合が一般的なものか否 かにっいて検討 した。イエ ローサ
ル ソンの場合と同 じ方法で検討 した ところ、雑種後代 は4っ の型 に分離 した(τable3-3
)。 そのうち3っ はイエローサルソンの場合 と同 じである。第闘の型はsi糖 タンパ ク質
が検 出されず不和合親 との相互交配で和合性であるが、自家受粉の とき不和合性であった。
これ らの現象は、イエローサルソンの場合 と同様な遺伝子モデルで説明できるが、但 し
ミズナの場台 にはS遺 伝子に活性があると仮定 しなければな らない。このことは、 ミズナ
の自家和合性個体が不和合集団か ら見つかった ことから考えると当然の ことでもある。
以上二つの実験 を通 して、次のような結論を得た。
(A)自 家不和合性の発現には補足的に働 く遺伝子 が柱頭側 に必要である。
(B)こ の遺伝子が柱頭側で劣性ホモmmと なったときに自家和合個体 が得 られる。
(C)従 って、自家不和合性の発現 には柱頭 が重要 な働 きをしている。




雌ずいの役割 を更 に明かにするために高温処理 による自家不和合性消去の実験 を行なっ
た。雌ずい側 を40℃15分 間処理す ることによって自家不和合性が解消された(Table
4一生)。 この条件では花粉は死滅す る。さらに温度 を50℃ にす ると自家不和合性は消失
するが、花柱組織の変性も起 こるらしく、花粉管は花柱組織 に侵入 し得ない。35℃ の温
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度では不和合性 の解消 は認め られない。これ らのことは、B,camestrisB,01eracea,
R,sadvusに 共通 して見 られた。
次に40℃15分 間処理 を行 なった雌ずい を一定時間室温に置 くと自家不和合性が回復
する現致を認めた。 この回復 の能力には花 を採取す るときの植物体の生育温度が影響 し、
低温 ぼどよ く回復 した(τable4-2)。 なお、裂開や くの処理や雌ずいの50℃ の温度で
は回復が認め られなかった。
以上の処理 が柱頭乳頭細胞 の微細構造 にどのような影響 を与 えるかを、電子顕微鏡 によ
って観察 した。40℃15分 間処理 した乳頭細胞では、原形質膜の歪曲、液胞の肥大等の
異常 が認め られた。 自家不和合性が回復 した と思われる雌ずいを観察す ると、液胞の肥大
はそのまま認め られたが、原形質膜 は正常 に復 していた。この間のS糖 タンパク質の挙動
について調べ ると、40℃ と50℃ の温度ではS糖 タンパ ク質 に変化はなく、60℃ 処理
ではS糖 タンパク質 が認 められ なかった。
以上の結果か ら、高温処理 による自家不和合性の打破は、乳頭細胞内の微細構造 が高温
によ り破壊 され代謝が正常 に行 なわれなかったためと思おれる。逆 にいえば、不和合性の
発現 には乳頭細胞の代謝 が正常 に行 なわれていることが前提になっていると言える。
結 語
本研究ではS遺 伝子 とS糖 タンパ ク質 が遺伝的に極めて密接 な関係にあることを、まず
市販のダイコン品種 を用 いて確 かめ、 またS糖 タンパク質 の量 はS遺 伝子によって異 なる
ことを示 した。また このS糖 タンパ ク質は乳頭細胞 に局在す ることも確 かめた。そして、
S糖 タンパ ク質 をマーカーとして用 いながら自家和合性に関す る遺伝子 を明かに し、一方
高温処理による自家不和合性の解消 の現象 を掘下げた。これ らの結果 から考 えると。柱頭
乳頭細胞は 自家不和合性の発現 にとって、認識作用 を行なうばか りでな く、それに引き続
く花粉管侵入抑制 を発現するためにも極めて重要な組織で あると言 える。そ して、柱頭乳
頭細胞の代謝、特にM遺 伝子で示される代謝が正常に働 くことが自家不和合性発現の必須
条件であることを示 した。以上の知見 をもとに して、自家不和合性の機構 を以下のように
推論 した。す なわち、花粉 の認識物質 とS糖 タンパ ク質間で認識反応 が行なわれ、 この結
果 としてカロース沈着反応 が起 こるものであろう。この認識反応のみによっては、花粉管
伸長抑制は起 こ らない。認識反応 の結果は細胞内に伝え られ、M遺 伝子関与の代謝が働 き












































































Family Allelicinteraction S-glycoprotein 【P
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カ ロ ー ス 沈 着
＼ 備 不侵入
'
図 自家 不 和 合 性 機 構 の モデ ル
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審 査 結 果 の 要 旨
アブラナ科植物の自家不和合性現象には,自 ・他花粉の認識反応と,花 粉管の柱頭への不侵入
現象が含まれている。本研究はこの両現象の関係を遺伝生理的に検討 したものである。
本研究第一章ではまずS遺 伝子とその認識作用物質の候補とされている柱頭S糖 たんぱ く質の
関係を,日 本の市販一代雑種ダイコン品種29品 種について検討 し,明 瞭に遺伝子分析のできた20
品種40遺 伝子中,11遺 伝子についてS糖 たんぱく質が認め られること,そ のS遺 伝子との関連性
には遺伝的に例外がない事を検証 した。
次いで柱頭中にS糖 たんぱく質が認められないS遺 伝子が多数存在 していることを考慮 し,S
糖たんぱ く質の同定にイムノブロット法を適用 してS糖 たんぱく質含量にはS遺 伝子によって大
幅な差があることを明 らかにした。また,S糖 たんぱ く質は柱頭乳頭細胞に存在することを蛍光
抗体法によって示 した。これ らの実験はS糖 たんぱ く質がS遺 伝子の成生する物質であることを
支持 している。
第三章ではS糖 たんぱく質をS遺 伝子のマーカーとして利用 して,自 家和合性の遺伝解析を行
った。材料 として,イ ンドで栽培される自家和合系統 と我国の自家不和合性 ミズナ中に見出され
た自家和合個体を用い,こ れとS遺 伝子既知の自家不和合系統と交雑 し,雑 種後代の遺伝様式を
検討 した。その結果,両 材料共に原則的に同じ遺伝子で自家和合性が決定されていることがわか
った。すなわち,囚 自家不和合性の発現にはS遺 伝子 と独立で補足的に働 く遺伝子,Mが 柱頭側
に必要なこと,(B)M遺 伝子が劣性ホモ(襯)と なった柱頭の自家不和合性は抑制され ること,◎
Mrsm遺 伝子は花粉の柱頭への侵入に直接関与す ると考え られること,(D)イ エローサル ソンと
ミズナ和合系統の差はS遺 伝子の活性の有無に起因す ることを明 らかにした。
第四章においては雌ずいを高温で精密に処理す る方法を工夫 し,高 温による自家不和合性解消
の問題を検討 した。その結果,雌 ずいを40℃15分 間処理することによって自家不和合性が解消す
ること,更 にこの現象は2時 間後には回復す ること,そ の回復のためには処理前の植物体の環境
温度が重要で,低 温で育成 した植物において回復が認 められること,ま た高温処理によって乳頭
細胞の膜状態の変化があること,S糖 たんぱ く質はこの温度で変性 しないこと,花 粉はこの処理





以上の研究は,育 種技術として用いられる自家不和合性 に新 しい知見を加えたものであ り農学
博士の称号を授与するに価するものと判断 した。
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